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RESUMEN
El objetivo del presente estudio fue determinar las actividades enzimáticas
superóxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT), indicadoras de estrés oxidativo
en embriones de yamú (Brycon amazonicus) ante la exposición a dos diferentes
crioprotectores metanol y dimetil sulfóxido al 15% y conservados a -14ºC durante
una hora. Para tal fin, embriones viables en estado de segmentaciónfaringulación (8 hpf) fueron expuestos a dos crioprotectores, metanol (MET) y
dimetil sulfóxido (DMSO) al 15% los cuales, fueron depositados en tubos tipo
Falcon plásticos estériles de 13 mL en relación 1:1 con las soluciones
crioprotectoras y conservados a -14°C durante 1 hora. En cada experimento se
incluyó un grupo control (embriones no sometidos a crioprotector) y muestreados
a las mismas horas que los tratamientos. Adicional a los tratamientos se tomaron
muestras de oocitos y huevos recién fertilizados. Las muestras de embriones, se
homogenizaron en una solución buffer refrigerante (100 Mm Tris–HCl, 0.1 Mm
EDTA y 0.1% triton X-100) (v/v), pH 7.8, en una proporción de 1:4
(peso/volumen), el homogenizado fue centrifugado y el sobrenadante fue
colectado y conservado a -70ºC hasta su posterior análisis. La determinación de
la actividad SOD se realizó siguiendo el método descrito por Crouch et al., 1981.
La determinación de la actividad CAT se realizó siguiendo el método descrito por
Aebi (1984). Con el objetivo de normalizar los datos obtenidos en los diferentes
ensayos bioquímicos se realizó la cuantificación de proteínas totales por el
método propuesto por Bradford (Bradford, 1976). Se encontró que la actividad
enzimática SOD es atenuada por MET y DMSO 15% comparadas con el grupo
control (embriones 8 horas), aunque se presentaron deferencias significativas,
con respecto al tratamiento 1 hora post-congelación + DMSO al 15%,
produciendo una mayor producción de ERO, lo que conlleva a un incremento en
el daño a macromoléculas como lípidos, proteínas y ácidos nucleícos, alterando
diversos procesos celulares. Por otro lado, la actividad enzimática CAT no
presentó diferencias significativas entre tratamientos. En conclusión, el MET 15
% fue el crioprotector que género menor estrés oxidativo comprobando que en
embriones de yamú puede ser usado cómo crioprotecor eficiente en protocolos
de conservación.
Palabras clave: crioprotector, desarrollo embrionario, enzimas antioxidantes,
especies reactivas de oxígeno, estrés oxidativo.
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ABSTRACT
The principal aim of this study was the fact of determining the enzyme activities
superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT), which indicate the oxidative
stress in embryos yamú (Brycon amazonicus) when these are exposed into two
different cryoprotectants methanol and dimethyl sulfoxide and kept at 15% -14°C
during one hour. Finding this fact out, viable state segmentation (8 hpf) embryos
were exposed into two cryoprotectants, methanol (MET) and dimethyl sulfoxide
(DMSO) at 15% which were deposited in tubes type Falcon plastic sterile 13 mL
relative 1:1 with cryoprotectant and stored solutions at -14°C during 1 hour. In
each experiment a control group (embryos not subject to cryoprotectant) were
included and sampled at the same time of the treatments. Additional to the
treatments samples oocytes and newly fertilized eggs were taken. Samples of
embryos were homogenized in a buffer solution coolant (100 mM Tris- HCl, 0.1
mM EDTA and 0.1% triton X-100) (v/v), pH 7.8, in a ratio of 1:4 (w/v) the
homogenate was centrifuged and the supernatant was collected and stored at 70°C until its specific analysis. Determining the SOD activity was performed
according to the method described by Crouch et al., 1981. The determination of
CAT activity was conducted following the method described by Aebi (1984). In
order to normalize the data obtained in the various biochemical assays
quantifying total proteins was performed by the method proposed by Bradford
(Bradford, 1976) method. It was found that the enzyme activity SOD is attenuated
by MET and DMSO 15% this results compared to the control group (Embryo 8
hours), although significant differences were found, according to treatment 1 hour
after freezing + DMSO 15%, producing a higher ROS production, which leads to
an increasing in damage to macromolecules such as lipids, proteins and nucleic
acids and at the same time, it alters various cellular processes. Furthermore, CAT
enzyme activity was not significantly different between treatments. In conclusion,
the MET was 15% lower cryoprotectant gender verifying that oxidative stress in
embryos can be used yamú crioprotectant or efficiently in conservation protocols.

Keywords: cryoprotectant, embryonic development, antioxidant enzymes,
reactive oxygen species, oxidative stress.
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1. INTRODUCCIÓN

La pesca y la acuicultura constituyen una importante fuente de ingresos y medios
de subsistencia para cientos de millones de personas en todo el mundo,
reportándose que la pesca de captura y la acuicultura suministraron al mundo
unos 154 millones de toneladas de pescado en 2011. La acuicultura continúa
siendo la esfera de producción de alimentos animales de crecimiento más rápido
y en la actualidad produce cerca de la mitad del suministro total de pescado
comestible, con lo cual realiza una contribución fundamental a la mitigación de
la pobreza y a la seguridad alimentaria (FAO, 2010).
La acuicultura en Colombia está representada principalmente por la actividad
piscícola, siendo la tilapia y la trucha las especies exóticas de mayor producción;
sin embargo, en las últimas décadas el cultivo de especies nativas como la
cachama blanca (Piaractus brachypomus), el bocachico (Prochilodus sp) y el
yamú (Brycon amazonicus) han presentado un significativo incremento derivado
principalmente de los avances de investigación logrados en las áreas de
reproducción, nutrición, sanidad y manejo zootécnico. En este sentido, las
expectativas son incrementar aún más la producción de especies nativas y para
ello se ha continuado investigando en cada una de las áreas mencionadas (Arias,
2006; Cruz-Casallas et al., 2006b; Eslava et al., 2007; Medina-Robles et al.,
2005; Robles et al., 2005; Vásquez-Torres et al., 2013)).
Un área en la que ha se han logrado valiosos avances es la reproducción, de
ella procede gran parte del éxito obtenido con el cultivo de especies ícticas
nativas; no obstante, aún persisten inconvenientes relacionados con la
estacionalidad reproductiva y el asincronismo en la maduración gonadal
presentada por machos y hembras en cautiverio durante la época reproductiva;
por tal motivo, es necesario optimizar estrategias como la conservación de
gametos e implementar la conservación de embriones para lograr conservar
células y embriones viables durante largos periodos de tiempo de manera que
se pueda garantizar la oferta de alevinos durante todo el año (Cruz-Casallas et
al., 2006a).
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La crioconservación es la rama de la criobiología por medio de la cual se espera
prolongar indefinidamente el potencial total de vitalidad y las funciones
metabólicas normales de las células (González-Sarmiento y Díaz-Sarmiento,
2001). Por una parte la crioconservación ha sido desarrollada exitosamente en
la conservación de gametos y embriones bovinos y humanos; no obstante, en
peces solo se han alcanzado avances satisfactorios en la crioconservación de
gametos. La conservación criogénica de embriones de peces aún no ha sido
posible, lo cual ha sido atribuido a varios factores como la reducida
permeabilidad de la membrana embrionaria, el alto contenido de agua, el estado
de desarrollo embrionario y la toxicidad de los crioprotectores entre otros (Chen,
2002; Dinnyes et al., 1998; Lahnsteiner, 2008; Robles et al., 2004).
Este último factor juega un papel fundamental ya que dependiendo de la cinética,
los agentes crioprotectores actúan a nivel interno (metanol, dimetil sulfóxido,
glicerol, etilenglicol, propilenglicol, 1-2 propanodiol) deshidratando la célula y
penetrando en ella para ayudar a proteger el citoplasma contra la formación de
cristales de hielo (Miyake et al., 1993a) o externo (glucosa, sacarosa, fructosa,
lactosa, trealosa), extrayendo mediante presión osmótica el agua libre del
espacio intracelular, preservando la funcionalidad y estructura de las membranas
(Júnior et al., 2006).
Paradójicamente, la adición de los crioprotectores per se generan estrés
osmótico sobre las células, debido al aumento de la osmolaridad del medio
interno, ocasionado por el proceso de deshidratación y rehidratación inducido
por la presencia de los crioprotectores (Chao y Liao, 2001; Jun et al., 2006; Zhou
et al., 2011).
El estrés osmótico induce sobre las células un desequilibrio bioquímico conocido
como estrés oxidativo, ocasionado por la producción excesiva de radicales libres,
generando especies reactivas de oxígeno (ERO). En condiciones normales las
formación de las ERO es un proceso inevitable y constante ya que son producto
de multitud de reacciones químicas imprescindibles para la vida celular (Montoliu
Vidal, 2010); sin embargo, un aumento en la producción de radicales libres
genera un desequilibrio en la producción de las ERO lo que puede dar origen a
reacciones de oxidación indeseadas para la célula o tejido, generando daños a
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nivel de biomoléculas como lípidos, proteínas y ácidos nucleicos (Cabrita et al.,
2010).
Para neutralizar la presencia de las ERO el organismo debe desencadenar
sistemas de defensa antioxidantes. Tales sistemas han sido clasificados como
enzimáticos y no enzimáticos; dentro de los sistemas enzimáticos se encuentran
la superóxido dismutasa (SOD) y la catalasa (CAT) (Halliwell y Gutteridge, 1999;
Winston y Di Giulio, 1991).
Algunos estudios señalan que estas enzimas antioxidantes se comportan como
biomarcadores de contaminación mediados por estrés oxidativo, pues su
inducción surge como respuesta especifica ante la exposición a contaminantes
o agentes tóxicos. En este sentido se han encontrado variaciones en éstas
enzimas cuando se exponen organismos a algún agente tóxico o contaminante
(Gül et al., 2004; Lopez-Torres et al., 1990; Sanchez et al., 2005).
Por otra parte, en embriones de peces son muy limitados los estudios de estrés
oxidativo. A este respecto, (Aceto et al., 1994), encontraron altos niveles de la
actividad de SOD y CAT en embriones de trucha crioconservados en fases
embrionarias tempranas.
De acuerdo a lo anterior, el escaso éxito de la crioconservación de embriones de
peces es atribuido entre otros factores al potencial tóxico de los crioprotectores;
por tanto, el presente estudio tuvo como objetivo determinar los niveles de dos
enzimas indicadoras de estrés oxidativo (SOD y CAT) en embriones de yamú
(Brycon amazonicus) ante la exposición a dos diferentes crioprotectores
(metanol y dimetil sulfóxido) y conservados a -14ºC.
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2. OBJETIVOS

2.1 GENERAL
Determinar la actividad de algunas enzimas indicadoras de estrés oxidativo en
embriones de yamú (Brycon amazonicus) ante la exposición a dos diferentes
crioprotectores (metanol y dimetil sulfóxido) y conservados a -14ºC.
2.2 ESPECÍFICOS

1. Determinar la actividad de la enzimas antioxidantes SOD y CAT en
embriones de yamú (Brycon amazonicus) expuestos a dos diferentes
crioprotectores y conservados a -14ºC.
2. Determinar la concentración de proteínas en embriones de yamú (Brycon
amazonicus) expuestos a dos diferentes crioprotectores y conservados a 14°C.
3. Evaluar el crioprotector que genere menor estrés oxidativo en embriones de
yamú (Brycon amazonicus) expuestos a MET y DMSO, conservados a 14ºC, para su posterior uso en protocolos de crioconservación.
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3. MARCO TEÓRICO
3.1 Panorama mundial y nacional de la acuicultura
La acuicultura sigue siendo el sector productivo que provee alimentos ricos en
proteínas, el cual crece más rápidamente que cualquier otro sector de producción
de alimentos de origen animal, y a mayor ritmo que la población, con un
incremento del suministro acuícola per cápita desde 9,9 kg en 1960 hasta 18,6
kg en 2010, lo que constituye un crecimiento medio anual del 3,2%. Según la
FAO (FAO, 2012), la producción acuícola mundial de pescado comestible
destinado al consumo, reportó un máximo histórico de 154 toneladas en el 2011.
En Colombia, como en el resto del mundo, la disminución de la pesca de captura
ha conducido a que la acuicultura se convierta en una fuente alternativa de
proteína para la seguridad alimentaria de la población y a su vez, en una
importante

actividad

productiva

generadora

de

empleo

e

ingresos,

constituyéndose en una fuente alternativa de empleo rural (Cruz-Casallas, 2009).
Según la Encuesta Nacional piscícola (2009, citado por ENA 2009), reportó una
producción de 59.818 toneladas la cual aumentó en un 10.89% con respecto al
2008, según la encuesta la tilapia roja sigue siendo la especie más cultivada en
el país, participando con el 47.17%, en segundo lugar se encuentra la tilapia
plateada participando con un 24.04%, el tercer y cuarto lugar lo ocupa la
cachama y la trucha aportando 15.02 y 9.58%, respectivamente; por último, otras
especies como la carpa, el bocachico, el yamú y el sábalo entre otras, aportaron
el 4.18% restante de la producción total nacional.
Esto nos permite afirmar que dentro de la gran biodiversidad acuática presente
en el país existe una gran variedad de especies nativas promisorias como la
cachama (Piaractus brachypomus), el yamú (Brycon amazonicus), el bocachico
(Prochilodus mariae), el bagre rayado (Pseudoplatystoma sp) y el yaque
(Leiarius marmoratus), con alto potencial de cultivo. Tal potencial ha sido
identificado en los últimos años con el desarrollo de varios trabajos de
investigación; no obstante, aún se requiere continuar investigando sobre
diferentes aspectos, particularmente los relacionados con la reproducción y
nutrición en condiciones de cautiverio.
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3.2 Generalidades de los Bryconidos
El género Brycon junto con los géneros Chilobrycon y Henochilus, constituyen la
sub-familia Bryconinae (Zanata, 2000). El género Brycon está constituido por
peces dulceacuícolas neotropicales de talla mediana, comprendiendo un grupo
de 43 especies donde cerca de 40 se consideran válidas y 20 más han sido
propuestas (Howes, 1982 citado por (Arias, 2006). En Colombia alrededor de 15
especies han sido reportadas, de las cuales tres se han estudiado en cuanto a
su biología y potencial para la piscicultura (Arias et al., 2002; Lima et al., 2003).
Estas especies muestran una amplia distribución que va desde América central
(sur de México) atravesando toda América del Sur hasta Argentina (Howes,
1982; Sato et al., 1988 citado por (Zaniboni-Filho et al., 2006). Poseen un cuerpo
alargado y comprimido, cabeza pequeña, ancha, de perfil ligeramente convexo.
Su boca es alargada, presentando dientes mandibulares muy fuertes capaces
de triturar y moler los componentes vegetales duros característicos de su dieta
Borgues, 1986 citado por (Zaniboni-Filho et al., 2006).
Este género se destaca dentro del orden de los Characiformes por la presencia
de algunas especies con elevado potencial zootécnico como: Brycon
amazonicus (Spix y Agassiz, 1829), Brycon insignis (Steindachner, 1876) y
Brycon hilarii (Cuvier y Valenciennes, 1849), y Brycon orbignyanus (Lima et al.,
2003).
3.3 Generalidades del yamú (Brycon amazonicus)
3.3.1 Taxonomía
Reino: Animalia
Phylum: Chordata
Sub-phylum: Vertebrata
Clase: Actinopterygii
Superorden: Ostariophysi
Orden: Characiformes
Familia: Characidae
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Subfamilia: Bryconinae (Lasso et al., 2004 citado por (Maldonado-Ocampo et
al., 2006).
Género: Brycon
Especie: Amazonicus (Spix y Agassiz, 1829).
El yamú (Brycon amazonicus Spix y Agassiz, 1829) es un carácido nativo de la
cuenca del río Orinoco de Colombia y Venezuela, anteriormente conocido como
B. siebenthalae (Eigenmann, 1912). Siendo la especie más común entre los
brycónidos de los Llanos Orientales colombianos y la más explorada para
piscicultura (Cruz et al., 2000), dado sus hábitos alimenticios omnívoros,
crecimiento rápido, alta calidad y aceptación comercial de su carne, se ha
convertido en una especie de excelentes condiciones para su cultivo (López et
al., 2004).
Posee un ciclo reproductivo estacional, que se extiende desde febrero a mayo,
coincidiendo con la época de lluvias (Arias et al., 2002). Al ser un pez reofílico,
el B. amazonicus no se reproduce espontáneamente en cautiverio, debido a que
las características medio ambientales que requiere la especie no son propicias
para que ocurra tal evento biológico (Landines Parra, 2011).
3.4 Descripción de la especie
El Brycon amazonicus se conoce comúnmente con los nombres de yamú, bocón
y sábalo, también conocido en portugués como matrinxã, jatuarana y matrinchã
(FAO, 2010).
Su pigmentación es ligeramente más oscura en la parte dorsal, mientras en la
parte lateral es azul oscuro metálico y ventralmente presenta color plateado; las
aletas pectorales, pélvicas, anal y caudal son blanquecinas con bordes oscuros
(Eigenmann, 1922; Howes, 1982 citados (Arias, 2006), mostrando su membrana
intensamente pigmentada de negro (Gomes, 1998).
3.5 Distribución geográfica
Según la FAO (FAO, 2010) es una especie con una amplia distribución en las
cuencas de los ríos Orinoco y Amazonas, en Colombia su prevalencia es mayor
en afluentes de los ríos Meta, Ariari y Guaviare (Arias, 2002), en Venezuela en
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los ríos Arauca y Apure (Mago, 1970; Machado, 1993 citados por (Arias, 2006),
mientras en Brasil se distribuye por las principales cuencas hidrográficas, del río
Paraná y Uruguay (Zaniboni-Filho et al., 2006).
Por lo tanto su distribución altitudinal está delimitada entre los 50-500 m.s.n.m.
(Arias et al., 2002) y requerimientos de aguas cálidas con rangos óptimos de
temperatura entre los 26-30°C; Oxígeno disuelto entre 4-7 mg/L, un pH entre 67 y dureza de 15-45 mg/L (Arias, 1994,1995; Bernal y Cala, 1997 citados por
(Arias, 2006).
3.6 Alimentación
El B. amazonicus es una especie de hábito alimenticio omnívoro-herbívoro
oportunista (Arias, 1995; Daza et al., 2005), su dieta está constituida
principalmente por frutas y semillas de diferentes especies de árboles tropicales,
junto con los insectos, los cuales son los alimentos más frecuentes en su tracto
intestinal (Val y Honczaryk, 1995 citado por (Zaniboni-Filho et al., 2006), además,
en sus primeros estadios de crecimiento pueden filtrar los microorganismos y
algas presentes en el agua (Landines Parra, 2011).
Al igual que la mayoría de los carácidos, el yamú también puede consumir con
frecuencia hojas y flores de plantas superiores, cuya cantidad depende de la
disponibilidad y estación climática (Saint-Paul, 1986). La mayor oferta alimenticia
ocurre durante la época de lluvias en las que se encuentran niveles de repleción
del 90%, con 80.90% de semillas y frutos y 10.20% de insectos (Lugo, 1989,
Bernal y cala, 1997, Useche et al., 1993 citados por (Arias, 2006), permitiendoles
depositar, grandes cantidades de lípidos, utilizados en épocas de sequía con el
objetivo de mantener su metabolismo y movilizar las reservas de vítelo,
necesarias para la maduración de los ovocitos (Arias et al., 2002).
3.7 Reproducción
Las gónadas del yamú, tanto machos como hembras, maduran una vez por año
de forma sincrónica por grupos ya sea en ambientes naturales o de
confinamiento, dependiendo del ciclo hidrobiológico, siendo para la Orinoquia
colombiana la época de lluvias que se extiende desde febrero hasta mayo (Arias,
2002; Arias, 2000b; FAO, 2010).
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La información sobre el desarrollo gonadal tanto en hembras como en machos,
especifica las bases de la reproducción en cautiverio de una especie (Arias,
2006). Por lo anterior estudios realizados en los últimos años en el B.
amazonicus, definen los ovarios como órganos saculares de tipo cistovario, con
un ciclo anual de cinco fases sucesivas de desarrollo de los ovocitos y sus
envolturas, agrupadas en dos grandes etapas: crecimiento primario o previtelogénico y crecimiento secundario o vitelogénico, definiendo la escala de
maduración en cuatro estadios: inmaduro o reposo, en maduración, maduro, y
desovado o regresión (Arias et al., 2001; Arias, 2000a; Arias et al., 2004b).
En cuanto a machos se refiere, los testículos son definidos como órganos de
estructura y funcionamiento tubular irrestricto, presentando la espermatogénesis
dividida en seis fases: espermatogonia primaria, cistos, espermatogonia
secundaria, espermatocito primario, espermatocito secundario, espermátide y
espermatozoide, definiendo la escala de maduración testicular en cuatro
estadios: inmaduro o reposo, maduración, maduro y regresión (Arias, 2002; Arias
et al., 2004a; Arias et al., 2002).
La edad de maduración sexual, es reportada al primer año en machos y en
hembras a los 2 ó 3 años de vida, con tallas entre 28-30 cm de longitud estándar
(Hurtado y Useche, 1986, Lugo, 1989 citado por (Arias, 1995; Arias, 2006; FAO,
2010; Zaniboni-Filho et al., 2006).
Los criterios que se aplican para la preselección de reproductores a inducir son:
abdomen prominente y papila genital rojiza y protruida en las hembras,
acompañada de un examen de una muestra de ovocitos obtenidos por medio de
una biopsia ovárica, y por parte de los machos, la manifestación de semen a una
leve presión abdominal (Arias, 2006).
Se recomienda tener como referencia para seleccionar hembras óptimas,
aquellas que posean ovocitos con diámetro promedio igual o mayor a 1.100 µ y
cuyos núcleos se encuentren migrando en un 50% o más (Arias, 2002).
Estudios en métodos de inducción hormonal utilizando extracto de hipófisis de
carpa (EPC) muestran resultados excelentes en esta especie (FAO, 2010;
Gomes, 1998; Zaniboni-Filho et al., 2006), aplicando a las hembras una dosis
total de 5.5 mg/Kg ((Arias et al., 2004a; Landinez y Miguel, 1995; Pardo et al.,
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1998) distribuida en dos aplicaciones [0.5 (0h) y 5 (12h) mg/Kg], el uso de una
tercera dosis (previa) de 0.25 mg/kg con 24 horas de antecedencia también ha
demostrado buenos resultados (Filho y De Campos Barbosa, 1996; ReynalteTataje et al., 2004). En los machos una aplicación única de 4 mg/kg con la
primera dosis de la hembra, es suficiente para obtener un buen volumen de
semen. La efectividad de otros inductores sintéticos han sido probado en la
especie con protocolos estándares y no han generado buenos resultados (Arias
et al., 2004a; Cruz-Casallas et al., 2006b; Rodríguez et al., 2000).
En las hembras, la respuesta al inductor o tiempo de latencia (tiempo entre la
última aplicación hormonal y la ovulación) es de 6 - 7 horas a una temperatura
entre de 26 - 27°C (Arias et al., 2002; Cruz‐Casallas et al., 2004; Pardo-Carrasco,
2001). Realizándose un desove en seco por estrujamiento en sentido cráneo
caudal, tanto en hembras como en machos, obteniéndose en promedio 135 g de
óvulos/hembra, con una fecundidad absoluta amplia y variable obteniendo cerca
de 120 mil huevos uniformes kg/hembra (Hurtado y Usceche, 1986 citado por
(Arias, 2006).
En el caso de los machos se obtiene entre 8.2 - 12.7 mL de semen/ macho, con
una concentración espermática entre 4.864 - 8.679 x 106 spz/mL, y valores del
espermatocrito entre 7.1 - 13.6% (Arias, 2004; Pardo et al., 1998; VelascoSantamaría et al., 2006).
La incubación se efectúa en incubadoras tipo Woynarovich o de flujo ascendente
de 2 a 200 litros (flujo de 0.2 a 2 L/s) (Pardo et al., 2000). La tasa de fertilidad,
medida al momento del cierre del blastoporo alcanza porcentajes entre 70 - 80%
a las seis horas post-fertilización (hpf) (Arias, 2002), la sobrevivencia embrionaria
es del 65% medida a las 10 hpf, en ambos casos en un rango de temperatura de
25.5 - 27.2°C, pH de 6.2 - 6.7 y oxígeno disuelto de 5 - 6 mg/L (Pardo et al.,
2000). La eclosión se produce a las 12.5 h ± 0.6 de incubación a 27.5 °C ± 0.2
(Arias, 2002).
En la tabla 1 se presenta el desarrollo embrionario del B. amazonicus (ClavijoAyala y Arias-Castellanos, 2004), presentando seis estadios (ovocélula a las
cero h.p.f.; primer clivaje a las 0.6 h.p.f.; discoblástula a las 2 h.p.f.; gástrula a
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las 5 h.p.f.; organogénesis a las 7 h,p.f.; eclosión a las 12.5 h.p.f.) (Clavijo y Arias,
2003).
Entre 30 - 40 horas después de la eclosión, las larvas presentan 50 % de la
vesícula natatoria inflada y comienzan a mostrar un canibalismo acentuado
(Mendonça, 1994, citado por (Zaniboni-Filho et al., 2006), motivo por el cual se
debe suministrar la primera alimentación exógena (Artemia, zooplancton).
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Tabla 1. Desarrollo embrionario del yamú B. amazonicus, mantenido a una temperatura de incubación de 27.5 ± 0.2ºC, pH 6.5 ± 0.3
y oxígeno disuelto 6.3 ± 0.2mg/L.
Periodos

Fases

Estadios

Hpf

Descripción

Clivaje

Ovocelula

0

Cariograma, inicio de la reacción cortical, elevación del corion, formación del espacio
perivitelinico y de la membrana de fertilización.

Clivajes

20min

Discoblástula

2h

Formación del blastodisco sobre vitelo insegmentado.

Gástrula

5h

Inicio de movimientos morfogeneticos, epibolia gradual del blastodermo y periblasto
sobere el vitelo.

Embrionario

6.5h
Embrión

Organogénesis

Eclosión

Larval

Eleuteroembrion

Primeros clivajes, segmentación discoidal del polo animal.

Cierre del blastoporo.

7h

Diferenciación craneo-caudal del embrión, al inicio de la neurulación y de la
segmentación mesodérmica.

8h

Diferenciación de las vesículas ópticas, oticas y vesicula de Kupffer.

10h

Embrión avanzado, primeras contracciones, diferenciación del cristalino y otolitos,
liberación de la cola del vitelo.

11h

Diferenciación de narinas y cavidades encefálicas, formación del corazón e inicio de la
circulación periférica, fuertes contracciones caudales, deterioro avanzado de la
membrana de fertilización.

12.513h

Cuerpo sin pigmentación, foto-sensibilidad, tracto digestivo rudimentario sin aberturas
oral ni anal, aleta primigenica bien diferenciada, longitud total media 3.6mm.
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3.8 Larvicultura y alevinaje
El éxito de la piscicultura así como la consolidación de las especies promisorias
está sujeta, al incremento de las tasas de sobrevivencia durante el periodo de
transición de larva hasta juvenil (Atencio, 2000), por tanto, es fundamental
garantizar condiciones ambientales adecuadas, entre las que se destaque una
estrategia alimentaria que garantice una estable y continua producción de
alevinos.
Las fases de larvicultura y alevinaje de B. amazonicus constituyen el principal
riesgo de la producción en la especie, debido al intenso canibalismo (Arias, 2002;
Pereira, 2002), hecho que atribuye la disminución de la población larval entre un
35 y 50%. Sin embargo, un estudio realizado por (Atencio, 2000), demostró que
es posible aumentar la sobrevivencia entre un 20 y 30% cuando se mantienen
larvas a una densidad de 50 larvas/L de agua a temperatura de 27-28°C, pH de
6.8-7.2, y se alimenta por primera vez a las 32 horas post-eclosión (h.p.e),
utilizando como primera alimentación náuplios de artemia salina, plancton
silvestre seleccionado por tamaño y post-larvas de otros peces como Piaractus
brachypomus (Cachama Blanca), durante 24 horas, con resultados de
sobrevivencias de 70% ± 6 con post-larvas de cachama, 61% ± 4 alimentadas
con nauplios de Artemia y 19% ± 6 con plancton silvestre a las 60 h.p.e. (AtencioGarcía et al., 2002).
3.9 Crioconservación
La crioconservación de embriones de peces presentan grandes ventajas, debido
a que podría desempeñar un papel importante en la producción de semilla,
manejo genético de los reproductores (Cabrita et al., 2003), facilitando la
conservación de especies en peligro de extinción y el manejo de poblaciones
silvestres

en

la

piscicultura,

permitiendo

la

realización

de

pruebas

ecotoxicológicas en estadios tempranos (Chao y Liao, 2001; Kusuda et al., 2002;
Liu et al., 2001) y almacenamientos por periodos prolongados de tiempo a un
costo relativamente bajo (Bart y Kyaw, 2003).
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Estudios realizados en los últimos 20 años, muestran reportes exitosos en la
implementación de esta técnica en muchas especies de peces, específicamente
en la conservación de espermatozoides, estudios realizados por (Cruz-Casallas
et al., 2006b) en B. amazonicus muestran de manera sencilla los protocolos para
la congelación de semen en esta especie, mientras que la habilidad de
crioconservar embriones sigue siendo el principal reto de los investigadores en
el área de la acuicultura, debido, al complejo sistema multicompartimental, el alto
contenido de agua, gran tamaño embrionario y la baja permeabilidad de las
membranas han impedido satisfactoriamente su éxito; sin embargo, estos
procedimientos deben adaptarse teniendo en cuenta las características
particulares de cada especie (Torres-Tabares et al., 2013; Velasco-Santamaría
et al., 2006).
Por tal motivo, se han propuesto dos tipos de conservación: a corto plazo (desde
horas hasta menos de cuatro semanas) y a largo plazo (por tiempo indefinido).
El primero es utilizado principalmente en aquellas especies donde existe
asincronía en la maduración gonadal (Rizzo, 2001). En el segundo se recurre a
la crioconservación, una rama de la criobiología que consiste en someter los
gametos por periodo indefinido a temperaturas criogénicas (-196 °C), deteniendo
el metabolismo celular pero conservando la integridad y capacidad fecundante
de los gametos (Velasco-Santamaría et al., 2006).
Para tal fin, durante el proceso de congelación, son utilizados los agentes
crioprotectores (ACP), esenciales para disminuir el daño ocasionado por el
descenso de temperatura, ya que estos remplazan el agua intracelular durante
la congelación (Mizukami et al., 1999), permitiendo que el fluido intracelular
pueda ser superenfriado a temperaturas entre -5 y -15°C sin que ocurra la
formación de cristales de hielo, debido a que estas sustancias disminuyen el
punto de congelación por medio de la reducción en la interacción entre las
moléculas de agua (Vincent et al., 1998).
Los crioprotectores se pueden clasificar debido a su acción intracelular (metanol,
dimetil sulfóxido, glicerol, etilenglicol, propilenglicol, 1-2 propanodiol), los cuales
actúan deshidratando la célula y penetrando en ella para ayudar a proteger el
citoplasma (Miyake et al., 1993b); o a su acción extracelular (glucosa, sacarosa,
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fructosa, lactosa, trealosa), actuando mediante la extracción del agua libre
intracelular utilizando la diferencia de presión osmótica sin penetrar a la célula
(Avanzo et al., 2002).
Aunque los crioprotectores juegan un papel de protección en la crioconservación
de embriones, al minimizar los daños de la célula asociados a la formación de
cristales de hielo (Leung, 1991; Renard, 1991), los crioprotectores que
comúnmente se usan son tóxicos (Newton y Subramoniam, 1996; Zhang et al.,
1993) y pueden causar lesiones osmóticas a la célula (Arav et al., 1993).
Por tal motivo la crioconservación de embriones considera, no sólo los estudios
en relación a las técnicas y crioprotectores a usar para obtener altas tasas de
sobrevivencia embrionaria, sino que también estudia los cambios celulares
ocurridos durante estos procesos (Dobrinsky, 1996; Lahnsteiner, 2008).
Así la falta de protocolos útiles sobre el uso de crioprotectores actualmente es la
barrera más grande para el éxito de la criopreservación de oocitos y embriones
de peces (Bart y Kyaw, 2003).
3.10 Estrés oxidativo
En los procesos fisiológicos normales de la célula, se genera un equilibrio crítico
entre la generación de ERO y los sistemas de defensa antioxidante contra la
toxicidad generada por los radicales libres con el fin de mantener la homeostasis
celular (Peters y Livingstone, 1996; Sies, 1991; Winston y Di Giulio, 1991).
Los radicales libres se consideran benéficos o tóxicos, dependiendo de su
concentración y de los mecanismos antioxidantes que los produzcan. El tipo más
frecuente es el radical libre de oxígeno, en cuya estructura está presente el
oxígeno como centro funcional, generando ERO como el radical hidroxilo (OH)+,
peróxido de hidrógeno (H2O2) y Anión superóxido (O2-.). Si bien el peróxido de
hidrogeno (H2O2) no es un radical libre por no poseer electrones libres, es una
molécula muy reactiva y puede ser precursora de radicales OH en presencia de
metales de transición (Córdova et al., 2006; Chihuailaf et al., 2002; Membrillo et
al., 2003; Venereo, 2002).
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Los procesos aeróbicos usan NADPH+ o NADH como un donador de electrones,
reduciendo el electrón de un oxígeno para formar el radical ión superóxido. Este
radical cambia a su vez a H2O2 espontáneamente o por la acción de la SOD que
se puede difundir fácilmente a través de las membranas celulares
específicamente en el citoplasma dónde la enzima antioxidante CAT reduce el
peróxido de hidrógeno la cual produce una nueva molécula de oxigeno
detoxificando las especies reactivas del oxígeno ERO (Aguirre-Guzmán et al.,
2009; Mohankumar y Ramasamy, 2006).
Estas enzimas antioxidantes han sido propuestas como biomarcadores de
contaminación mediada por estrés oxidativo y su inducción como una respuesta
específica ante la exposición a contaminantes (Van der Oost et al., 2003).
El estudio de la protección de las enzimas durante la embriogénesis en peces
puede ser vital para entender el origen de la formación de los mecanismos de
protección contra las especies reactivas del oxígeno y xenobióticos durante la
vida de los organismos y en especial cuando los peces están en las primeros
estadios de desarrollo son más vulnerables a los cambios asociados al estrés
ambiental como temperatura, oxígeno y polución (Von Westernhagen, 1988).
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1 Localización y descripción del área de estudio
Este estudio se realizó en el Laboratorio de Reproducción y Crioconservación
del Instituto de Acuicultura de la Universidad de los Llanos (IALL), ubicado a 12
Km de la ciudad de Villavicencio, departamento del Meta (Colombia). Sus
instalaciones están situadas a una altura promedio de 418 m.s.n.m., con
temperatura ambiental de 26.5ºC, humedad relativa del 75% y precipitación
anual entre 1900 y 2300 mm.
4.2 Material biológico
Para la obtención de los embriones se utilizaron hembras y machos adultos
sexualmente maduros de yamú (Brycon amazonicus), provenientes del plantel
de reproductores de la estación piscícola de la Universidad de los Llanos. En el
estanque, se realizó una pre-selección de los animales teniendo en cuenta el
desarrollo corporal de los animales (abdomen abultado y papila genital
enrojecida para las hembras y presencia de semen en los machos luego de una
leve presión abdominal).
Se evaluaron las condiciones reproductivas óptimas de las hembras mediante
biopsia ovárica determinando el tamaño oocitario (μm), estado de desarrollo de
los oocitos y la posición de sus núcleos (central, migrando, periférico o ausente).
Para los machos, la madurez sexual se determinó por la presencia de semen en
la papila urogenital después de realizar un suave masaje en sentido cráneocaudal sobre el abdomen. De igual forma, los peces seleccionados se
identificaron mediante chaquiras, que en el caso de los machos fueron situadas
en la aleta caudal mientras que para las hembras fueron ubicadas en la aleta
dorsal, registrándose su longitud total (cm), longitud estándar (cm) y peso
corporal (kg).
El proceso de maduración final de las gónadas se indujo mediante la aplicación
intramuscular de Extracto de Hipófisis de Carpa (EHC) (Stoller Fisheries, USA),
aplicando en las hembras una dosis total de 5.5 mg/Kg distribuida en dos
aplicaciones, la primera dosis se aplicó a las 24 horas (0.5 mg/Kg) y la segunda
a las 12 horas (5 mg/Kg) antes del desove programado, los machos fueron
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inducidos con una dosis única de 4 mg/Kg de peso corporal, aplicada con la
segunda dosis de las hembras.
4.3 Obtención de embriones
La extracción de las muestras se realizó aproximadamente 6 horas después de
la última dosis hormonal en la hembra, para esto los animales se tranquilizaron
con 2- fenoxietanol (300 ppm, J.T. Baker, Phillipsburg, NJ USA), durante 5 min.
Inmediatamente después de la pérdida del eje de nado, los peces fueron
extraídos y secados en la región abdominal, aplicando una leve presión para
provocar la expulsión de orina y un masaje cráneo-caudal del abdomen para la
expulsión de los oocitos, los cuales se recolectaron en un recipiente plástico
seco, pesado previamente en una balanza digital (Scout Pro, Ohaus Corporation,
Pine Brook NJ, USA). La cantidad de oocitos presentes en un gramo de huevos
fue determinada. Una vez se obtuvo el desove de la hembra, se sumergió el
macho en la solución tranquilizante y se realizó el mismo procedimiento
colectando las muestras de semen en tubos de vidrios aforados. En cada
muestra seminal se determinó el volumen (mL), color, tiempo de activación (seg),
movilidad masal (%) y concentración espermática (sptz x 10 -6 mL-1). A
continuación, los oocitos se fertilizaron con el semen a través de movimientos
circulares, y rápidamente se procedió a activar los espermatozoides con agua de
incubación. Posteriormente, el exceso de semen fue removido a través de varios
lavados con agua. Este procedimiento se realizó repetidamente hasta alcanzar
la hidratación de los huevos fertilizados (cigotos), los cuales fueron utilizados
para el desarrollo del estudio.
Durante la incubación, fueron monitoreados los parámetros físico-químicos del
agua como temperatura (º C), oxígeno disuelto (ppm), pH, conductividad
eléctrica (μS.cm-1) y sólidos totales (g.L-1) por medio de una sonda
multiparamétrica YSI MPS 556. De igual modo, se determinó la dureza,
alcalinidad y amonio por medio de un kit de calidad de aguas (HACH, Company,
Loveland, CO, USA).
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4.4 Muestras
Los embriones fueron dispuestos en incubadoras tipo Woynarovich o de flujo
ascendente de 200 L de capacidad. Estudios previos realizados por TorresTabares et al., 2013 se establecieron: 1. La mejor hora post-fertilización. 2. La
fase de desarrollo embrionario. 3. Las mejores concentraciones de dos
crioprotectores, cuyos resultados mostraron que embriones de 8 horas
posfertilización, conservados con metanol (MET, Merck KgaA, Germany) y
dimetil sulfóxido (DMSO, Sigma Chemical Co., USA) en concentraciones del
15% cada uno, y sometidos a conservación a -14ºC durante 1 hora, produjeron
los mejores resultados de viabilidad y eclosión de embriones de yamú (Brycon
amazonicus) (Torres-Tabares et al., 2013).
La preparación de los crioprotectores se realizó utilizando 20% de glucosa
monohidratada (Merck KgaA, Germany), como crioprotector externo (CastilloLosada et al., 2011) y disuelta en solución salina fisiológica (NaCl 0,9%) a baño
maría (50°C). Los crioprotectores internos MET y DMSO, fueron adicionados a
la solución de glucosa, en este caso concentraciones del 15% para cada uno.
Por medio de un tubo de vidrio se extrajeron y seleccionaron 6 mL de embriones
viables (embriones visualmente translucidos) a las 8 horas post-fertilización, los
cuales, fueron depositados en tubos tipo Falcon plásticos estériles de 13 mL,
previamente pesados. Al observar los embriones en el estereomicroscopio se
encontraron en un estadio de organogénesis normal, diferenciándose las
vesículas ópticas de las oticas, adicionalmente los embriones viables se
observaron translucidos mientras que los no viables presentaban un color
blanco. A cada una de las muestras se les adicionó la misma cantidad de
diluyente (6 mL) manteniendo una proporción 1:1, con cada uno de los
crioprotectores y su respectiva concentración. Posteriormente, se tomó el peso
de cada tubo con la muestra para conocer la biomasa utilizada.
4.5 Diseño experimental
Se ejecutó un diseño de bloques completamente al azar, en el que los bloques
fueron los desoves. Los tratamientos se distribuyeron de la siguiente manera:
Tratamiento 1 (T1) en la hora cero post-fertilización, tratamiento 2 (T2) 8 horas
post-fertilización, tratamiento 3 (T3) 8 horas post-fertilización + MET, tratamiento
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4 (T4) 8 horas post-fertilización + DMSO, tratamiento 5 (T5) 1h post-congelación
+ MET, tratamiento 6 (T6) 1h post-congelación + DMSO. Adicional a los
tratamientos se tomaron muestras de oocitos una vez fue realizado el desove de
cada una de las hembras. En cada experimento se contó con un grupo control
(embriones no sometidos a crioprotector) y muestreados a las mismas horas que
los tratamientos.
En cada uno de los tratamientos, se efectuaron tres determinaciones
bioquímicas (Proteína, SOD y CAT).
4.6 Parámetros bioquímicos
Las muestras de embriones de cada una de las hembras, se homogenizaron
(homogenizador portátil PT-1200E) en una solución buffer refrigerado (100 Mm
Tris–HCl, 0.1 Mm EDTA and 0.1% triton X-100) (v/v), pH 7.8, en una proporción
de 1:4 (peso/volumen). El homogenizado se llevó a una centrifuga refrigerada a
15,000 g por 30 minutos a 4°C, después de la centrifugación los sobrenadantes
fueron colectados y conservados a -70ºC hasta su posterior análisis.
4.6.1 Determinación de la actividad superóxido dismutasa (SOD)
Fundamento
La determinación de la actividad SOD ((U.mL/min)/mg proteína) se realizó
siguiendo el método descrito por Crouch et al. (1981), basado en la capacidad
de SOD de inhibir la reducción del NTB (Nitrobluetetrazólio) compuesto de color
amarillo que, en presencia del radical superóxido (O2-.), se reduce, dando un
compuesto de intenso color azul, el azul de formazan, generado por la
hidroxilamina en una solución alcalina, finalmente, la reducción del NTB es
medible espectrofotométricamente a 560 nm.
Reactivos
•

NBT (Nitrobluetetrazólio) 286 mM.

•

EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acido) 0,05 mM.

•

Hidroxilamina 67 mM.

•

Carbonato de calcio (Na2CO3) 182 mM.
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Procedimiento
Se descongelaron las alícuotas o sobrenadantes en hielo.
Se adicionó etanol (conservado a -20°C) a todas las alícuotas o sobrenadantes
de modo que todas resultaron con un 25% de etanol.
Se centrifugaron las muestras en centrifuga refrigerada por 20 minutos a 4°C x
12.000 g.
Se prepararon las siguientes mezclas:
NBT + EDTA
Hidroxilamina + Carbonato de calcio
En cada pozo de la microplaca fueron depositados 20 μl de las alícuotas del
centrifugado en el caso de las muestras y para el blanco se adicionó etanol a
25%.
Adicionalmente se depositaron 70 μl de la mezcla EDTA+NBT y por último se
adicionaron 110 μl de la mezcla Hidroxilamina + Carbonato de Calcio.
Todas las muestras junto con el blanco se realizaron por duplicado, leyéndolas
en el espectrofotómetro a 560 nm (en la hora 0 y otra a las 3 horas).
Cálculos
𝐒𝐎𝐃 =

((𝚫 𝐛𝐥𝐚𝐧𝐜𝐨 / 𝚫 𝐝𝐞 𝐥𝐚 𝐀𝐁𝐒 𝐝𝐞 𝐥𝐚 𝐦𝐮𝐞𝐬𝐭𝐫𝐚/𝐦𝐢𝐧)) 𝐱 𝐝𝐢𝐥𝐮𝐜𝐢ó𝐧
[ ]𝐏𝐫𝐨𝐭𝐞𝐢𝐧𝐚 (𝐦𝐠/𝐦𝐥)

4.6.2 Determinación de la actividad catalasa (CAT)
Fundamento
La catalasa ((µmol/min)/mg proteína) CAT puede ejercer una doble función:
Actividad catalítica:
H2O2 + H2O2  2H2O + O2

Actividad peroxidásica: A pH alcalino, se produce la oxidación de
compuestos reducidos (metanol, etanol, ácido fórmico y fenoles).
H2O2 + AH2  2H2O + A
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En este trabajo, se determinó la actividad catalítica de la enzima según el método
descrito por Aebi (1984), a una lectura de 240 nm, siguiendo el decremento en
la absorbancia producido por la disminución de la concentración del peróxido de
hidrógeno (H2O2).
Reactivos
•

Tris HCl 1 M.

•

EDTA 5 mM.

Procedimiento
Se descongelaron alícuotas de las muestras en hielo. A continuación, en cubetas
de cuarzo se depositaron 10 µL del sobrenadante, posteriormente fueron
adicionados 990 µL del medio de reacción.
El medio de reacción contiene 30 mM H2O2, 1 M Tris HCL, 5 mM EDTA (buffer
para CAT), pH 8,0 fue ajustado según ensayos preliminares.
En el caso de los blancos fueron depositados 10 µL del buffer con el que se
homogenizaron las muestras.
Inmediatamente después fueron mezclados por inmersión, realizando las
lecturas de absorbancia a 240 nm, midiendo la disminución en la absorbancia
del H2O2 en intervalos de 10 segundos, por 1 minuto a una temperatura de 25°C.
Para determinar la concentración de peróxido de hidrógeno que sería utilizada
en el medio de reacción, se probaron de manera preliminar las concentraciones
de: 0.5, 10, 20,30, 40, 50, y 60 mM de H2O2).
Cálculos
La actividad específica de la enzima catalasa fue expresada en U/mg de
proteína. Una unidad de actividad fue definida como la cantidad de enzima
requerida para transformar un µmol de sustrato por minuto bajo las condiciones
analíticas descritas. Para el cálculo de dicha actividad se utilizó la siguiente
fórmula:
𝐂𝐀𝐓 =

((𝚫𝐀𝐁𝐒/𝟏𝟎𝐬) ∗ 𝐕𝐨𝐥𝐮𝐦𝐞𝐧 𝐭𝐨𝐭𝐚𝐥 ∗ 𝐝𝐢𝐥𝐮𝐜𝐢ó𝐧)) ∗ 𝟔𝟎𝐬
(𝐏𝐫𝐨𝐭𝐞𝐢𝐧𝐚 𝐦𝐠/𝐦𝐥 ∗ 𝐜𝐨𝐞𝐟𝐢𝐜𝐢𝐞𝐧𝐭𝐞 𝐝𝐞 𝐞𝐱𝐭𝐢𝐧𝐜𝐢ó𝐧)
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Para calcular la actividad catalasa, el coeficiente de extinción molar para H2O2
fue de 39.58 M-1  cm –1 (Aebi, 1984). Los valores fueron expresados en términos
de mg de proteína.
4.6.3 Determinación de proteínas totales
Fundamento
Como objetivo de normalizar los datos obtenidos en los diferentes ensayos
bioquímicos, la cuantificación de proteínas totales (mg/mL) se realizó por el
método propuesto por Bradford (Bradford, 1976).
Reactivos
•

Bradford.

•

BSA (Suero de albumina bovino).

Procedimiento
10 μL de la muestra (embriones homogenizados en tampón PBS) fueron
pipeteados directamente en cada pozo de la microplaca (2 réplicas) y en seguida
fueron adicionados 250 μL del reactivo de Bradford.
Finalmente, se realizaron lecturas de las absorbancias a 595 nm, utilizando el
buffer del homogenizado PBS como blanco.
Las concentraciones de proteínas fueron obtenidas comparativamente con los
valores de absorbancia de la curva patrón de BSA (albumina de suero bovino)
en concentraciones de 2 mg/mL, 1.5 mg/mL, 1 mg/mL, 0.75 mg/mL, 0.5 mg/mL,
0.25 mg/mL, 0.125 mg/mL y 0 mg/mL de BSA.
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4.7 Análisis estadístico
Todos los valores fueron expresados como media ± error estándar de la media
(SEM). Para determinar la homogeneidad de varianza y distribución de
normalidad de datos fueron realizadas las pruebas de Levene’s y prueba de
Kolmogorov-Smirnov, respectivamente, los cuales se usaron para determinar
qué tipo de análisis realizar. Para evaluar el efecto de los tratamientos, se realizó
un análisis de varianza de una vía (ANOVA) seguido de la prueba de Tukey
(todos contra todos). Se procedió a transformar los datos de la actividad SOD,
CAT y proteína ya que no cumplieron con los supuestos de normalidad y
homogeneidad de varianza, para la transformación de los datos se realizó raíz
cuadrada para SOD y logaritmo para CAT y proteína. En todos los casos un valor
de p<0.05 fue utilizado como criterio estadístico para revelar diferencias
significativas. Los procedimientos estadísticos fueron realizados por medio del
software SAS para Windows versión 9.02 (2002-2006, SAS Institute Inc., Cary,
NC, USA) y GraphPad versión 5 (2007).
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5. RESULTADOS
5.1. Características de los reproductores
Las características reproductivas presentadas por los machos y hembras
utilizados para el estudio de crioconservación de embriones de yamú (Brycon
amazonicus) son mostradas en las tablas 2 y 3.

Tabla 2. Parámetros reproductivos de machos de yamú (Brycon amazonicus),
usados durante el proceso de fertilización.
Características
Longitud total (cm)
Longitud estándar (cm)
Peso (Kg)
Volumen seminal (mL)
Tiempo de Activación (seg)
Movilidad Masal
Concentración espermática (sptz x 106 mL-1)
Espermatocrito
Los datos son mostrados como media ± SEM (n= 5).

Valor
44.0 ± 0.58
38 ± 0.58
1.26 ± 0.1
6.7 ±0.56
32.5 ±3.5
80 ± 5.7
9.05 ± 0.77
14.5 ± 0.64

Las muestras de semen obtenidas en los machos presentaron características
aceptables para esta especie.
Tabla 3. Parámetros reproductivos de hembras de yamú (B. amazonicus),
usados durante el proceso de fertilización.
Características
Longitud total (cm)
Longitud estándar (cm)
Peso (kg)
Tamaño oocitario (μm)
Peso desove (g)
Volumen (mL)
No. Total de Huevos
No. Oocitos (g)
Fertilidad
Los datos son mostrados como media ± SEM (n= 5).

Valor
47 ± 0.33
41 ± 0.33
1.8 ± 0.05
1130.25 ± 22.64
80.45 ± 21.56
1125 ± 239.35
87529 ± 25705.
1044 ± 70.95
55 ± 5

Las características reproductivas de las hembras se encontraron dentro de los
parámetros admisibles de esta especie.
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5.2. Calidad del Agua
Las características físico químicas del agua utilizada en el estudio como medio
de incubación de los embriones son mostradas en la siguiente tabla en donde
las variables a evaluar se encontraron aceptables para el desarrollo embrionario
de esta especie (Tabla 4).
Tabla 4. Características físico químicas del agua de incubación.
Variables evaluadas
Temperatura (ºC)
pH
Oxígeno disuelto (ppm)
Alcalinidad (mg L-1)
Dureza (mg L-1)
Conductividad (µS cm-1)
Amonio (mg L-1)
Nitritos (mg L-1)

Valor
28 ± 0.19
6.3 ± 0.03
6.3 ± 1.2
26 ± 2.0
25 ± 2.0
0.05 ± 0.0
0.0
0.0

Datos son mostrados como media ± SEM (n= 19).
5.3 Determinaciones Bioquímicas
Con el objetivo de conocer el comportamiento enzimático en función del
desarrollo embrionario del yamú (Brycon amazonicus) y su comportamiento
frente a la exposición del metanol y dimetil sulfóxido conservados a –14°C, en el
presente estudio se determinaron los niveles de la actividad específica de SOD,
CAT y proteína correspondientes a los 5 desoves evaluados.
Los resultados muestran que no se observó el efecto del bloque (desoves), sobre
la actividad enzimática SOD (Tabla 5).
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Tabla 5. Actividad superóxido dismutasa ((U.mL/min)/mg proteína) SOD en
diferentes desoves de embriones de yamú expuestos a dos crioprotectores,
metanol y dimetil sulfóxido al 15% y conservados a –14°C.
Desove

1

2

3

4

5

Oocitos

3.06 ± 0.2

4.29 ± 0.04

3.94 ± 0.26

4.13 ± 0.15

4.63 ± 0.05

0H

3.58 ± 0.17

4.76 ± 0.20

4.18 ± 0.04

4.50 ± 0.06

4.55 ± 0.19

8H

7.39 ± 0.26

6.11 ± 0.23

5.61 ± 0.33

7.32 ± 0.84

5.40 ± 1.62

8MET-15

6.22 ± 0.06

6.45 ± 0.03

5.23 ± 0.23

9.09 ± 3.79

6.88 ± 0.16

8DMSO-15

5.34 ± 0.01

9.66 ± 0.63

4.53 ± 0.04

6.14 ± 0.11

5.46 ± 0.15

1PDMET15

6.86 ± 0.47

6.63 ± 0.51

4.98 ± 0.23

5.64 ± 0.13

5.51 ± 0.28

1PDDMSO15

5.71 ± 0.14

5.30 ± 0.13

4.41 ± 0.29

4.38 ± 1.08

5.66 ± 0.30

Los resultados muestran que no se observó el efecto del bloque (desoves), sobre
la actividad enzimática CAT (Tabla 6).
Tabla 6. Actividad catalasa ((µmol/min)/mg proteína) CAT en diferentes desoves
de embriones de yamú expuestos a dos crioprotectores, metanol y dimetil
sulfóxido al 15% y conservados a –14°C.
Desove

1

2

3

4

5

Oocitos

52.98 ± 6.7

59.85 ± 9.15

61.33 ± 12

49.75 ± 10.5

67.84 ± 1.54

0H

19.9 ± 1.24

24.38 ± 2.71

18.53 ± 0.81

25.53 ± 10.2

25.19 ± 0.86

8H

31.91 ± 1.28

30.08 ± 4.62

30.3 ± 0.0

30.26 ± 3.95

29.9 ± 13.12

8MET-15

21.96 ± 6.46

35.36 ± 7.98

19.34 ± 1.02

19.79 ± 1.98

17.01 ± 2.12

8DMSO-15

43.29 ± 7.7

42.76 ± 1.86

23.32 ± 2.79

24.96 ± 2.27

29.49 ± 1.9

1PD-MET15

23.93 ± 5.70

49.10 ± 2.45

16.25 ± 8.6

25.6 ± 1.11

24.14 ± 8.04

1PD-DMSO15

21.94 ± 3.99

41.75 ± 2.9

19.37 ± 4.21

18.25 ± 1.66

26.04 ± 2.37
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Los resultados muestran que no se observó el efecto del bloque (desoves), sobre
la concentración de proteína (Tabla 7).
Tabla 7. Concentración de proteína (mg/mL) en diferentes desoves de
embriones de yamú expuestos a dos crioprotectores, metanol y dimetil sulfóxido
al 15% y conservados a –14°C.
Desove

1

Oocitos

13.79 ± 1.5

0H

2

3

4

5

10.75 ± 0.29 11.25 ± 1.32

10.78 ± 0.20

9.81 ±0.41

12.17 ± 0.35

8.37 ± 0.09

9.40 ± 0.12

8.87 ± 0.06

8.69 ± 0.05

8H

5.9 ± 0.44

6.51 ± 0.29

7.99 ± 0.0

5.72 ± 0.91

8.07 ± 1.85

8MET-15

5.84 ± 0.03

6.60 ± 0.20

7.43 ± 0.15

7.63 ± 0.05

7.10 ± 0.23

8DMSO-15

6.81 ± 0.0

4.07 ± 0.09

8.10 ± 0.05

6.66 ± 0.03

6.9 ± 0.15

1PD-MET15

6.63 ± 0.11

6.16 ± 0.53

7.90 ± 0.03

6.78 ± 0.03

6.57 ± 0.11

1PD-DMSO15

7.57 ± 0.05

7.78 ± 0.20

8.96 ± 0.68

9.10 ± 2.41

6.40 ± 0.12

5.3.1 Actividad enzimática SOD
La actividad superóxido dismutasa mostró una tendencia ascendente a lo largo
del desarrollo embrionario (oocitos – embriones 8 hpf). Los embriones 8 horas
post-fertilización + Metanol al 15% presentaron los mayores valores para la
actividad SOD sin presentar diferencias significativas cuando comparado con
embriones 8 horas, 8 horas post-fertilización + DMSO al 15% y 1 hora postcongelación + MET al 15%. Por su parte, la menor actividad SOD estuvo
presente en oocitos, valores ligeramente superados por oocitos fertilizados (0
horas), aunque sin diferencias significativas. Los embriones 1 hora postcongelación + DMSO al 15% presentaron la más baja actividad dentro de los 4
tratamientos de conservación, siendo estadísticamente representativo con
respecto al tratamiento 8 horas MET-15 (Figura 1).
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Figura 1. Actividad enzimática específica SOD ((U.mL/min)/mg proteína) durante
el proceso de conservación a –14°C de embriones de yamú (Brycon
amazonicus). Los datos son mostrados como media ± SEM (n= 5). ab Barras con
letras distintas representan diferencias significativas (p <0.05) entre
tratamientos.
5.3.2 Actividad enzimática CAT
La actividad específica CAT ha sido detectada pre-fertilización (oocitos), postfertilización (0 y 8 horas) y post-congelación, los valores más altos para la
actividad CAT se encontraron en oocitos siendo significativamente mayor que en
el resto de los tratamientos. En general, la actividad enzimática CAT no resultó
modificada por ninguno de los tratamientos de conservación (MET-DMSO 15%
y post-congelación) sin presentar diferencias significativas (p >0.05) entre ellos
(Figura 2).

Figura 2. Actividad enzimática específica CAT ((µmol/min)/mg proteína) durante
el proceso de conservación a –14°C de embriones de yamú (Brycon
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amazonicus). Los datos son mostrados como media ± SEM (n= 5). ab Barras con
letras distintas representan diferencias significativas (p <0.05) entre
tratamientos.
5.3.3 Proteínas totales
En general, para los 7 tratamientos estudiados, las concentraciones de proteína
mostraron los valores más altos en oocitos observándose la tendencia que entre
mayor es el estado de desarrollo embrionario menor es la cantidad de proteína.
Aunque el tratamiento 1 hora post-congelación + DMSO 15% fue mayor con
respecto a los demás tratamientos de embriones expuestos a crioprotectores, no
se observaron diferencias significativas entre ellos (Figura 3).

Figura 3. Proteína soluble (mg/mL) durante el proceso de conservación a –14°C
de embriones de yamú (Brycon amazonicus). Los datos son mostrados como
media ± SEM (n= 5). ab Barras con letras distintas representan diferencias
significativas (p <0.05) entre tratamientos.
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6. DISCUSIÓN DE RESULTADOS
En este estudio se observó que los crioprotectores MET y DMSO 15% en
embriones de yamú (Brycon amazonicus) a las 8 horas de desarrollo embrionario
y conservados a – 14°C no alteraron de manera significativa los niveles de las
actividades enzimáticas SOD y CAT.
El conocimiento de la expresión de la actividad de enzimas antioxidantes en el
desarrollo ontogénico de los peces es sumamente importante para entender el
origen y la formación de los mecanismos de protección durante sus distintas
fases de vida (Kalaimani, 2008). Pocos son los trabajos que estudian el estado
oxidativo de los peces en diferentes etapas de vida siendo este uno de los
primeros estudios en el país que estudia las enzimas antioxidantes SOD y CAT
en oocitos y embriones de yamú (Brycon amazonicus), encontrando que los
mecanismos de defensa enzimáticos antioxidantes aumentan en función del
desarrollo embrionario.
Las enzimas antioxidantes SOD y CAT se oponen a los daños generados por las
ERO, catalizando la transferencia de electrones desde un sustrato hacia los
radicales libres. La principal función de la SOD es catalizar la dismutación del
anión superóxido (O2-.) a oxígeno molecular (O2) y peróxido de hidrógeno (H2O2)
que es detoxificado por la CAT convirtiendo el H2O2 en agua (Krikman y Gaetani,
2007). Cualquier situación que aumente el consumo de oxígeno en la
mitocondria aumentará proporcionalmente la generación del radical superóxido,
siendo la SOD la primera línea de defensa contra la toxicidad de las ERO. Estas
enzimas antioxidantes son utilizadas normalmente como biomarcadores para la
producción de las EROS (Pandey et al., 2003).
El aumento de la actividad de enzimas antioxidantes indica la necesidad de la
célula de detoxificar las ERO (Arun y Subramanian, 1998), durante el paso de
huevo a embrión, en el presente estudio se observó un aumento de las
actividades SOD y CAT hasta la 8 hora de desarrollo. Resultados similares
fueron reportados en Salmo iridaeus (Aceto et al., 1994) y M. malcolmsonii (Arun
y Subramanian, 1998), cuyos aumentos incrementaron progresivamente con
valores de 5.49 ± 0.58 U min-1 mg-1 proteína (oocitos) hasta 12.20 ± 0.60 U min-
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1

mg-1 proteína (estado de desarrollo IV) para la actividad específica SOD y para

la actividad CAT el aumento fue desde 9.38 ± 0.65 μmol min-1 mg-1 proteína
(oocitos) hasta 21.43 ± 0.76 μmol min-1 mg-1 proteína (estado de desarrollo IV).
La actividad de SOD aumenta a medida que avanza el desarrollo embrionario.
El incremento de la actividad enzimática SOD y el probable incremento de la
producción de peróxido de hidrogeno H2O2 podría tener alguna importancia
funcional significativa en la transformación y diferenciación celular desde el punto
de vista del estrés oxidativo (Dandapat et al., 2003). En contraste, estudios
realizados por Dandapat et al. (2003) en el desarrollo embrionario del camarón
gigante Macrobrachium rosenbergii se observó que los niveles de la actividad
específica SOD decrecen en la última fase de zoea (Z-IX y X) a larva (post-larva
- S). Estudios realizados por (Moyano et al., 1996) reporta que el decremento en
la actividad específica de algunas enzimas antioxidantes puede deberse en parte
a los cambios en los niveles de proteína durante el desarrollo embrionario.
En el presente estudio, la actividad enzimática SOD en embriones de yamú
expuestos a dos diferentes crioprotectores es atenuada por MET y DMSO 15%
comparadas con el grupo control (embriones 8 horas). De estos dos
crioprotectores, el tratamiento 1 hora post-congelación + DMSO al 15% presentó
la menor actividad enzimática, lo que puede reflejar el daño a esta enzima debido
a la producción de las ERO. Estudios realizados por (Zhang et al., 2008) en
huevos no fertilizados de Gobiocypris rarus expuestos a 100 a 200 µg/L de
nonilfenol reportaron una tendencia similar. Aunque en el presente estudio no se
utilizó un control positivo que permita concluir ese efecto inhibitorio, en el estudio
de Zhang se observaron altas concentraciones en la carboxilación de las
proteínas, lo que indica que probablemente la producción de las ERO generadas
por altas concentraciones de nonilfenol podrían causar una peroxidación lipídica
de la proteína en el corion, alterando las características y funciones del mismo
llevando a una muerte celular.
Se ha observado la actividad SOD y CAT en oocitos de distintas especies
acuáticas, sugiriendo que los huevos contienen un sistema de protección contra
la peróxidación. La alta actividad CAT en oocitos de yamú (Brycon amazonicus)
encontradas en este estudio concuerda con la observada en Lates calcarifer
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(Kalaimani, 2008) y huevos de Dentex dentex (Mourente et al., 1999), hecho que
podría atribuirse al sistema de protección celular heredado de los padres o
podrían ser enzimas constitutivas en los embriones (Díaz et al., 2010; Peters y
Livingstone, 1996; Regoli et al., 2005).
Los resultados de esta investigación demuestran que en las primeras fases de
vida del yamú (Brycon amazonicus) desde la fase de huevo hasta el embrión (8
horas), los mecanismos enzimáticos antioxidantes ayudan a la protección en
contra de los daños oxidativos que podrían presentarse. Estas observaciones
también soportan el concepto que el mantenimiento propio del estrés oxidativo
es un requisito previo para el desarrollo normal de un embrión (Dennery, 2007).
Después de la fertilización, la captación de oxígeno por parte de los embriones
en peces incrementa y logra su máxima producción en el momento de la eclosión
(Serigstad, 1987), lo cual podría generar la producción de especies reactivas de
oxígeno. Estos altos niveles podían inducir la producción de respuestas
enzimáticas antioxidantes, cuyos hallazgos fueron similares a los observados en
el presente estudio en donde se observó un incremento de las actividades
enzimáticas SOD y CAT desde del momento de la fertilización (0 horas) hasta
las 8 horas post-fertilización.
Peters y Livingstone (1996) plantean que el incremento de la producción de las
ERO con el incremento del consumo de oxígeno de larvas de S. maximus es
neutralizado por las enzimas antioxidantes. Estudios similares fueron reportados
en M. malcolmsonii en la transformación de huevo a larva, donde un aumento en
la actividad enzimática SOD, CAT, GSH-Px y GST, al igual que el incremento en
la actividad enzimática detoxificante fue observada en el desarrollo embrionario
de estos anfibios (Aceto et al., 1994).
En los estados iniciales de desarrollo (morulación y blastulación), los órganos y
mecanismos metabólicos implicados en los procesos de detoxificación se
encuentran poco desarrollados siendo los embriones incapaces de contrarrestar
la toxicidad de los crioprotectores (Lahnsteiner, 2008); sin embargo, a medida
que avanza el desarrollo embrionario se presenta una intensa actividad
metabólica debido a la formación de los diferentes órganos; por consiguiente, es
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probable que se produzca un incremento en las actividades enzimáticas
antioxidantes (Llorente López, 2006).
Los lípidos y proteínas son fundamentales para un desarrollo embrionario exitoso
en peces, por consiguiente en peces teleósteos, las proteínas del vitelo del oocito
que suponen la fuente energética para el desarrollo del embrión son
almacenadas y procesadas por el oocito a lo largo de su crecimiento a partir de
la incorporación de la vitelogenina, fosfolipoglicoproteína secretada por el hígado
bajo regulación estrogénica (Wallace y Selman, 1981).
En el presente trabajo se observó, que durante la fase oocitaria las
concentraciones de proteína son mayores comparados con las otras fases
embrionarias (0-8 horas post-fertilización). Estudios realizados en oocitos de
peces teleósteos (Craik y Harvey, 1987; Matsubara y Koya, 1997; Selman et al.,
2001; Thorsen y Fyhn, 1996; Thorsen et al., 1993) han demostrado que los
oocitos al finalizar su crecimiento inician el proceso de maduración meiótica para
convertirse en huevos, detectando una importante acumulación de aminoácidos
libres AAL. Aunque en el presente estudio no se midieron las concentraciones
de aminoácidos, los altos niveles de proteína durante la fase oocitaria podrían
estar asociados a altos niveles de aminoácidos, y que a medida que el embrión
del yamú entra en la fase de desarrollo va consumiendo estos elementos para
su crecimiento. Además, se ha observado que los AAL son utilizados
mayormente durante el desarrollo del embrión después de iniciada la epibolia y
hasta el agotamiento del vitelo (Rønnestad et al., 1993). Adicional a lo anterior
se observó que los crioprotectores no afectaron los niveles de proteína, excepto
el tratamiento 1 hora post-congelación + DMSO 15% presentó diferencia
significativa comparado con el resto de los tratamientos de embriones expuestos
a crioprotectores.
La crioconservación de embriones considera, no sólo los estudios en relación a
las técnicas y crioprotectores a usar para obtener altas tasas de sobrevivencia
embrionaria. También estudia los cambios celulares ocurridos durante estos
procesos (Dobrinsky, 1996). En este sentido, se sabe que las células están
sujetas a una serie de criodaños incluyendo la fluctuación del pH, choque
térmico, formación de hielo y la toxicidad del crioprotector (Chao y Liao, 2001).

48

A este respecto, Torres-Tabares et al. (2013) reportaron que embriones 8 horas
post-fertilización sometidos a DMSO 15% presentaron mayor daño a nivel
morfológico comparado con los embriones sometidos a MET 15%, observándose
daños estructurales a nivel cefálico, vesícula óptica, ótica y somitas. Por último,
la evaluación post-congelación mostró que embriones sometidos a DMSO 15%
presentaron mayor daño a nivel morfológico observándose una indiferenciación
a nivel antero-posterior y no existió formación de vesículas ni saco vitelino; sin
embargo, embriones 8 horas post-fertilización sometidos a MET 15%
presentaron los mejores resultados debido a que no se evidenciaron cambios
morfológicos que limitaran el desarrollo normal de los embriones (Figura 4).
B.

C.

D.

E.

A.

Figura 4. Características de los embriones de yamú (Brycon amazonicus) de 8
HPF sometidos a conservación a -14ºC durante una hora. A) Grupo control, B)
MET 10%, C) MET 15%, D) DMSO 10%, E) DMSO 15%. Tomada de TorresTabares et al. (2013).
Unos de los principales problemas por los cuales no se ha logrado con éxito la
congelación de embriones de peces teleósteos se debe a la insuficiente
deshidratación y penetración de los crioprotectores dentro de los embriones por
el gran tamaño que ellos tienen, por su gran cantidad de saco vitelino y por la
presencia de membranas y compartimientos con diferentes soluciones (Cabrita
et al., 2003), conllevando problemas cómo la formación de cristales de hielo
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intracelular y daños por enfriamiento (Chen y Tian, 2005a). Así mismo, una de
las estructuras que impide el intercambio de agua y crioprotector es el corion que
rodea al embrión (Cabrita et al., 2003).
La baja toxicidad y la alta hidrosolubilidad son las características más
importantes de un crioprotector, la toxicidad del crioprotector es dependiente del
tipo, el tiempo de exposición (equilibrio) y la concentración, para la
crioconservación de gametos de peces es esencial determinar el balance entre
la eficiencia del CPA y su toxicidad a la célula (Chao y Liao, 2001).
En el presente estudio, aunque no se observaron diferencias significativas entre
tratamientos, el DMSO al 15% fue el crioprotector que generó un mayor grado
de toxicidad en los embriones de yamú (Brycon amazonicus), lo que se puede
atribuir a dos razones fundamentales. Primero a que el DMSO impide la actividad
enzimática SOD, generando una mayor producción de ERO, lo que conlleva a
un incremento en el daño a macromoléculas como lípidos, proteínas y ácidos
nucleícos, alterando diversos procesos celulares (Van der Oost et al., 2003).
Segundo, la toxicidad de los crioprotectores es expresada según el porcentaje
de la tasa de eclosión (Cabrita et al., 2006). Los resultados mostrados por TorresTabares et al. (2013) en embriones de Brycon amazonicus expuestos a DMSO
15% reportaron porcentajes bajos en las tasas de viabilidad con un máximo de
12.0 ± 2.7% y eclosión de 10.9 ± 4.2% respectivamente, comparados contra el
MET 15% de 69.5 ± 2.8% de viabilidad y 54.1 ± 4.1% para eclosión. No obstante,
(Xiao et al., 2008) reportó que el efecto de los crioprotectores es especieindependiente en peces. Trabajos realizados por Cabrita et al. (2003)
demostraron que el DMSO fue considerado el crioprotector menos tóxico en
comparación con el MET y ETG (etilenglicol) cuando se expusieron embriones
de Scophthalmus maximus por 10 minutos a concentraciones 5 M, presentando
una tasa de eclosión del 99.1 ± 1.4%, mientras que (Cabrita et al., 2006)
reportaron que el DMSO fue considerado el crioprotector mas tóxico en
comparación con el MET y ETG cuando se expusieron embriones de Sparus
aurata por 10 minutos a concentraciones de 4 M y 30 minutos 2 M.
De igual manera, (Chen y Tian, 2005b), mencionaron a través de su estudio
sobre la crioconservación de embriones del pez lenguado (Paralichthys
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olivaceus), que la toxicidad del crioprotector MET bajo una concentración del
20% es menor que la de otros crioprotectores (propilenglicol (PG),
dimetilsulfóxido (DMSO), dimetil-formamida (DMF), etilenglicol (EG) y glicerol
(Gly)), haciéndolo más permeable por los embriones que otros crioprotectores.
Resultados similares se encontraron en el presente estudio, donde el MET 15%
fue el crioprotector que género menor estrés oxidativo en embriones de yamú
conservados a –14°C, reflejado con menores valores aunque sin diferencias
significativas entre tratamientos. La tasa de eclosión presentada por TorresTabares et al., 2013 con 54.1 ± 4.1%, comprobando que MET 15% en embriones
de yamú puede ser usado cómo crioprotecor eficiente en protocolos de
conservación.
En el mismo sentido, diferentes estudios dan a conocer que el metanol tiene su
acción eficaz como crioprotector debido a su rápida penetración y su baja
toxicidad siendo posiblemente más efectivo para los embriones de yamú debido
a que permiten una más rápida penetración a través de los diferentes
compartimentos múltiples que son característicos de los embriones de yamú
(Guan et al., 2008; Liu et al., 2001; Zhang et al., 1993).
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7. CONCLUSIONES
El presente estudio pertenece a uno de los primeros reportes en determinar las
actividades enzimáticas antioxidantes SOD y CAT en oocitos y embriones de
yamú (Brycon amazonicus); siendo la primera investigación en el país que reúne
esfuerzos de este tipo, con el objetivo de aportar conocimientos que contribuyan
a manejar la estacionalidad reproductiva de las especies nativas y responda en
gran parte a la problemática de la crioconservación en embriones de peces.
Para entender el origen y la formación de los mecanismos de protección de los
embriones, es fundamental conocer la expresión de las enzimas antioxidantes
ya que estas proporcionan la primera línea de defensa contra ERO, encontrando
que oocitos y embriones de yamú protegen a la célula contra los daños oxidativos
naturales en el desarrollo embrionario de peces teleósteos.
Las concentraciones de proteína en oocitos y embriones de yamú, demuestran
la importancia y participación en el proceso del desarrollo embrionario que junto
con los lípidos son compuestos fundamentales para el éxito de la reproducción.
Con el desarrollo del presente trabajo se determinó que embriones de yamú
(Brycon amazonicus) en estado de segmentación-faringulación (8 hpf),
expuestos al crioprotector DMSO 15% genera efectos deletéreos para su
posterior uso en protocolos de crioconservación para esta especie, lo que
demuestra que dicho crioprotector genera daños celulares, representado en
bajas tasas de eclosión.
Se encontró que el crioprotector MET 15% genera menores daños celulares,
cuando embriones de yamú son dispuestos en protocolos de conservación por
periodos de 1 hora a –14°C.
Por último, se evidenció la importancia de determinar la actividad de enzimas
antioxidantes para entender los procesos fisiológicos normales, los cuales
posteriormente permitirán interpretar los efectos y posibles mecanismos de
acción de este tipo de sustancias generados de especies reactivas de oxígeno.
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8. RECOMENDACIONES
Determinar la inducción de la formación de grupos carbonilo de proteínas como
biomarcador de estrés oxidativo, en embriones de peces; aclarando el efecto de
los daños oxidativos que generan los crioprotectores sobre las células.
Determinación de la peroxidación lipídica sufrida por los embriones cuando son
expuestos a sustancias crioprotectoras.
Obtener resultados de la tasa de eclosión, que nos permita determinar la
toxicidad generada por los crioprotectores.
Se recomienda evaluar diferentes tiempos de exposición y concentraciones por
parte de los crioprotectores con el objetivo de crear protocolos convenientes en
la crioconservación de embriones de peces.
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